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Abstract 
By sonication in a mixture of sulfuric acid/nitric acid, magnetic CNT/Fe composite nanofibers were introduced 
carboxylic acid groups (COOH) onto the walls. The products exhibit favorable magnetic properties due to the 
existence of Fe nanowires in carbon nanotubes. Moreover, shortened CNTs with hydrophilic carboxylic acid groups 
provide the products excellent solubility and dispersibility in water. To investigate their biomedical use, some human 
ascites were incubated with carboxylated CNT/Fe composite nanofibers for a couple of hours. After several times of 
magnetic separation, a large inclusion of human ascites was observed in the residue. It is found that these magnetic 
CNT/Fe composite nanofibers could be interacted with human ascites and then internalized by endocytosis, providing 
magnetic properties and resulting in successful magnetic separation. 
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CNT/Fe磁性纳米复合纤维的表面修饰及细胞分离应用 
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摘要 
        将 CNT/Fe磁性纳米复合纤维在浓硫酸/浓硝酸混合液中超声一段时间，实现了碳纳米管的表面羧基化修
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饰。由于碳纳米管内铁纳米线的存在，产物表现出良好的铁磁性。同时，超声过程中截短的碳纳米管在亲水
性羧基基团的作用下，大大增强了在水性溶液中的分散性和稳定性。为探索产物的生物医学应用前景，将产
物与人体腹水细胞孵育一段时间后进行多次磁分离，观察结果显示仍然有一部分细胞存留。这部分存留的腹
水细胞是在孵育过程中通过表面亲水基团与 CNT/Fe 的羧基官能团结合，进而在内吞作用下将 CNT/Fe 磁性
纳米复合纤维团聚于细胞质中，具有了一定的磁性，从而得以在磁分离过程中存留下来。 
 
关键字：碳纳米管；磁性纳米复合纤维；表面羧基化；细胞分离 
1. 引 言 
碳纳米管（Carbon Nanotubes，CNTs）自发现以来，由于其自身一些独特的性质，如超大表
面效应，化学和热学稳定性，超轻质高强度和富集电荷效应等，在生物医学领域一直备受瞩目[1, 
2]。原始状态下的碳纳米管是以成千上万个碳原子组成的大分子团聚的方式存在，一般不溶于任
何溶剂，妨碍了对其进行分子水平的研究及操作，也难于将它纳入生物体系，限制了碳纳米管的
应用[3]。因此，必须对碳纳米管进行表面功能化修饰，使其连接更为复杂的表面亲水基团，增加
在水性溶液中的分散性和悬浮稳定性，进而在生物质环境中得以应用[4]。 
羧基化修饰是碳纳米管表面最为常见的共价型功能化方法之一[5]。1998 年 Smalley 小组率先
利用浓硫酸/浓硝酸混合液对碳纳米管进行氧化处理，成功的在表面引入了羧基官能团[6]。研究结
果显示，羧基化的碳纳米管在表面活性剂的辅助作用下与水形成了稳定的胶状悬浮液。在此工作
的基础上，碳纳米管被进一步改性引入其它类型的有机官能团，大大增加了水性溶液中的溶解
度，从而能够进入哺乳动物细胞传输各种介质，如球菌蛋白、少量缩氨酸、核酸等[7, 8]。 
虽然前期报导的类似工作已有不少，但都集中在单一组分的纯碳纳米管的研究上，而对于磁
性粒子填充碳纳米管的复合结构表面修饰却很少关注。事实上，磁性粒子在生物医学领域也有极
为广泛的应用，如靶向给药、磁热疗等[9]。碳纳米管包覆磁性粒子复合结构有两个明显的优势，
一是石墨外层可以保护其中的磁性粒子长时间不被氧化，二是磁性粒子可通过碳纳米管表面功能
化基团与生物质连接，使得生物质可以在外加磁场作用下进行操作，对于生物医学方面的应用十
分有利。在本文中，我们将首次实现一种碳纳米管包覆磁性铁纳米线（CNT/Fe）复合纤维结构的
表面羧基功能化修饰，并借助人体腹水细胞展现其生物医学方面的应用前景。 
2. 试 验 
2.1. 表面修饰 
按照之前我们已报导过的方法制备 CNT/Fe同轴纳米复合纤维：将 1.00g二茂铁和 6.0g干冰
加入 20ml 高压釜中，在 400℃下反应 800 分钟，取出产物烘干冷却后，再在氮气保护下升温至
620℃保温 30分钟，得到完全晶化的 CNT/Fe纳米复合纤维[10]。取 10 mg产物（以 A指代），与
40 ml 浓硫酸和浓硝酸的混合溶液（体积比 3：1）一同加入烧杯，混合均匀后在超声清洗仪中超
声 2小时，混合液温度控制在 40℃左右。结束后取 220nm孔径的水性滤膜配合抽滤漏斗，将溶液
抽滤后烘干得到粉末状产物 B。 
2.2. 生物医学应用 
取 2mg产物 A与 10ml TE缓冲液充分混合后，向培养皿中加入 0.5ml该混合悬浊液和 1ml的
小牛血清，再加入 1ml 的人体腹水标本。将培养皿放入 CO2培养箱（CO2含量 5%），模拟人体
温度 37℃孵育 1小时后取出。以蒸馏水稀释后，用 0.25 T磁铁贴住培养皿底部缓缓倾倒。重复 3
次后收集得到剩余物 C。取一部分产物 C和原始细胞进行免疫化学组织（HE）染色观察。 
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2.3样品的性能及表征 
产物 B、C的形貌和结构形态用 Hitachi Model H-800型透射电子显微镜（TEM）观察，其加
速电压为 200kV。用 MPMS XL5 型超导量子干涉仪（SQUID）分析产物 B 的磁性和磁结构。用
普通光学显微镜观察 HE染色的原始细胞和孵育磁分离产物 C结果。 
3. 结果与讨论 
3.1. 产物 B的透射电子显微镜观察 
浓酸超声氧化后的产物 B 的透射电子显微镜下的形貌和结构如图 1a 所示。在我们早期的报
导中，未超声前制备得到的产物 A 应为晶化完全的碳纳米管包覆铁纳米线同轴电缆结构，直径约
为 20 到 30 纳米，长度达到数个微米[10]。从图 1a 中可以观察到，经过浓硫酸/浓硝酸混合酸超声
氧化后的产物 B，基本结构和直径尺寸维持不变，但是其长度大大缩短至 200 到 300 纳米。据文
献报导[6]，这是由于超声过程中，氧化性强酸在超声的脉冲强能量下不断冲击碳纳米管侧壁，一
旦在侧壁造成破坏点，很快就将碳纳米管完全截断。同时，40℃实验温度使得断开的碳纳米管端
部无法重新闭合，打开的碳链在强酸环境持续作用下被氧化成为羧基基团。因此，图 1a中显示的
产物 B 的结构，外壁为端部羧基化的碳纳米管，内部仍有纳米线的存在。为证实羧基化后的
CNT/Fe复合纤维结构有良好的亲水性，将产物 A、B分别与蒸馏水均匀混合后加入试剂瓶中，静
置一小时观察，结果如图 1b 所示。可见未经过超声的产物 A 已基本沉淀完全，团聚在试剂瓶底
部，而超声过的产物 B 仍具有良好的悬浮性，均匀分散在整个水体系中。说明超声方法有效的实
现了碳纳米管的表面改性，截短的 CNT/Fe 复合纤维和羧基功能团使其具备了在水性生物质环境
中应用的基础。 
 
 
图 1  (a)产物 B的 TEM形貌图；(b)产物 A、B与蒸馏水均匀混合并静置两小时后对比图 
Fig 1. a) TEM image of Sample B; b) The difference of Sample A and Sample B’s dispersion in water. 
3.2. 产物 B的磁性分析 
产物 B 的磁性用超导量子干涉仪（SQUID）进行分析，如图 2 所示。从 M-H 磁滞回线形状
看，产物 B 具有明显的铁磁性特征。其中饱和磁化强度 Ms 为 15.8 emu/g，剩余磁化强度 Mr 为
3.2 emu/g，矫顽力 Hc 为 225 Oe。由于铁纳米线为一维线状结构使得各向异性特征十分明显，造
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成各项数值相对常规块状铁材料偏低[11]。但总体看来，产物 B 仍具备良好的铁磁性，说明超声过
程中铁纳米线在外部碳纳米管的保护下未被强酸溶解。这一结果显示在生物质环境中通过外加磁
场对产物 B进行操作成为可能。 
 
图 2  产物 B的 SQUID磁性分析图 Fig 2. Magnetic hysteresis loop of sonicated CNT/Fe3O4 encapsulates at room temperature. 
3.3. 产物 C的免疫组织化学染色观察 
免疫组织化学(HE)染色法是一种成熟的用于细胞检测的主要方法，染色后通过光学显微镜观
察细胞，具有深紫色的细胞核和粉紫色的细胞液[12]。通过图 3中染色的原始腹水细胞和产物 C对
比观察，发现多次磁分离后虽然细胞数量相比分离前少了很多，但产物 C 中仍然有一部分细胞存
留了下来。细胞作为有机质，本身并无磁性，很容易在倾倒过程中完全流失。为数不少的细胞存
留说明这一部分细胞很有可能在孵育过程中与 CNT/Fe 磁性纳米复合纤维发生了相互作用，从而
借助 CNT/Fe纳米复合纤维的铁磁性在外加磁场吸引下存留。 
 
 
图 3   (a)原始染色细胞和(b)产物 C的光学显微图 Fig 3. The optical image of a) The original cells and b) Sample C. 
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3.4. 产物 C的透射电子显微镜观察 
为分析存留细胞的作用机理，我们将未经染色处理的产物 C 进行透射电子显微镜观察。在
TEM结果中，观察到很多直径为 5微米左右的细胞，取某一个放大如图 4所示。可以看见细胞中
心物质的衬度非常深，不可能是有机细胞核所能体现的衬度。细胞中心的电子衍射图样反映出 α-
Fe 的[110]晶面多晶环，证实了细胞中心存在晶化的 CNT/Fe 磁性物质。据文献分析，很可能是孵
育过程中，羧基化的 CNT/Fe 磁性纳米复合纤维通过羧基基团先与细胞表面基团粘合吸附，然后
在细胞的内吞作用下进入了细胞内部并团聚在高粘度的细胞质中[13,14]。细胞通过 CNT/Fe 获得磁
性后，才得以在磁分离过程中存留。 
 
 
图 4   产物 D中某个细胞的透射电子显微图像 
Fig 4. The TEM image of a cell of Sample D 
为了论证这一机理，我们试图用高分辨电子显微镜(HRTEM)对单个细胞及其内部物质观察。
结果发现，由于细胞在强电压（200kV）下会发生凋亡，不利于直接从实验结果判断羧基化产物
与腹水细胞是内吞还是外部结合，只能从以前报道过的文献中推论出本实验中样品的结合方式主
要为内吞作用。后续的工作将继续关注 CNT/Fe磁性纳米纤维与细胞的结合机理。 
4. 结 论 
1. 以浓硫酸/浓硝酸混合液将 CNT/Fe磁性纳米复合纤维在 40℃超声 2h，成功的实现了表面羧
基化修饰。超声过程中的高能量同时截短了碳纳米管，使得 CNT/Fe复合纤维在水性溶液中
能够长时间均匀稳定的分散存在。超声后的 CNT/Fe羧基化产物依然表现出良好的铁磁性，
与人体腹水细胞孵育后，再通过外加磁场诱导实现磁分离，仍然观察到细胞的存留。 
2. 透射电镜结果更显示了在孵育过程中，羧基化后的 CNT/Fe磁性纤维停留在一部分细胞的表
面，通过羧基基团与细胞表面基团发生了结合继而被细胞内吞，才使得这部分细胞具有了磁
性，从而能够在磁场的诱导分离下保存下来。进一步分析表明，具有特定基团的腹水细胞才
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能与 CNT/Fe磁性纳米纤维结合，从而在磁分离后存留。若能了解其特异性，则 CNT/Fe材
料将有望用于病变细胞的早期分离与检测。 
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